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 XAY DUNG BO CHI THI PHAN TU RAPD VA IS]
PE XAC PINH PO PA HINH VA TAN SO POT BIEN O NGO
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Tran Diang Khanh', Khuat Hitu Trung', Vi Lang Son'

TOM TAT

Nghién ctiu da st dung chi thi phan tii RAPD va IS] d€ danh gid va xdc dinh tin s6 dot bién ctia quin thé & ngd
dugc tao ra tu gay dot bién hat phén véi héa chat EMS. Két qua st dung 50 méi RAPD va 2 moi IS] véi DNA ctia
giong ngd ML10 (giong nén st dung dé€ tao quan thé dot bién) da xac dinh dugc 10 mdi da hinh tu 3 - 4 bang. Trong
10 méi st dung, c6 5 moi chay 6n dinh va lap lai tot gitia 186 mau DNA dugc tach tii 186 ca thé M1 tit quan thé dot
bién. T4n s6 dot bién trung binh cho ca 5 méi la 1/34,3 kb. Nghién ctiu nay 1a budc d4u tién danh gia chat lugng
quén thé dot bién bing chi thi phin ti. Két qua mdé dudng cho cdc nghién ctiu khdc nhu sang loc kiéu hinh, gidi ma
hé genome, d€ déanh gia sau hon quén thé dot bién EMS & ngé ML10 lam co s cho nghién ctiu co ban chiic ning

gene va chon giong.
Tu khéa: RAPD, ISJ, tan s6 dot bién

1. DAT VAN DE

Cay ngo la mot cay trong cé y nghia quan trong
trong san xudt nong nghiép. Vi vay, c¢6 rat nhiéu cac
nghién ctiu trén thé gidi st dung cdy ngo6 lam cay
mo hinh nghién ctiu co ban va ting dung. Rat nhiéu
gene 6 ngd da dugc lam sang to chiic nang dua vao
viéc tim va nghién ctu cac bién di ty nhién/nhan
tao. Phan 16n cac dot bién nhén tao trén ngd dugc
tao ra bang hai cach: ding EMS xt li hat phén, hodc
lai v6i dong c6 transposon dang c6 kha niang “nhay”
(transpose) manh (Candela and Hake, 2008). Gerald
Neuffer da tao ra rat nhiéu dot bién dugc st dung boi
cac nha khoa hoc trén thé gi6i cho dén nay (Neufter,
1994). D€ danh gia chat lugng ciia mot quan thé dot
bién, ngudi ta c6 thé dya vao tan s6 tim thay cac dot
bién kiéu hinh khac dang so v6i dong géc. Panh gid
nay dé dang va truc quan nhung lai khong thé phat
hién cac dot bién diém khong gay ra kiéu hinh. Vi
vay ngudi ta sé két hgp véi phuong phap dung chi
thi phan tu d€ kiém tra udc tinh tan s6 dot bién.

Mo6i RAPD (random amplified polymorphic
DNA) la nhiing doan nucleotide (oligonucleotide)
10bp c6 thé bam vao DNA khudn va nhén 1én san
phdm PCR. Sy xuét hién thém bidng méi hay mét
di mot bang la két qua ctia viéc vi tri bam moi trén
DNA khuon bi thay d6i it nhét 1 bp hodc hon. Trong
trudng hop gay dot bién bang EMS, phan 16n sy thay
doi la dot bién diém (thay 1 nucleotide). Chen va
cOng tac vién (2012) da st dung RAPD dé udc tinh
tan s6 dot bién trén quén thé dot bién lta mi bang

EMS. Méi ISJ (Intron-exon Spliced Junction) 1a loai
moi dugc thiét ké dua trén trinh ty bao tha cta noi
tiép gidp va cat gitia intron va exon theo Weining va
codng tac vién (1991); Zeng va cong tac vién (2010).
Moi IS] thudong c6 15 nucleotit va vi thé nhiét do
néng chdy Tm cua moi nay thudng cao hon (Tm
khoang 46°C) moi RAPD (10 bp Tm khoang 31°C).
Vi vay, kha nang ldp lai ctia phan ting PCR t6t hon
moi RAPD. Céach tinh tdn s6 dot bién véi méi IS]
giong v6i moi RAPD.

Bang xt 1i hat phin v6i EMS trén dong ngd noi
thudn chiing ML10, ching t6i da tao dugc quan thé
dot bién. Trong nghién ctiu nay, ching tdéi chudn
héa diéu kién PCR va sang loc cac moi RAPD chay
6n dinh & dong ngd ML10, ti d6 xac dinh dugc tan
s6 dot bién cua quéin thé dot bién EMS trén gidng
ng6é ML10.

IL. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Vat liéu nghién ciu

- Dong me ML10 ctia giong lai don LVN10 dugc
lya chon dé xti 1i dot bién. Giong ngo lai don LVN10
c6 nguon goc cua Vién Nghién ctiu Ngo, duge cong
nhan 1a giéng tién bd ky thuit thang 8 nam 1994.
Mac du da dugc tao ra cach déy 25 ndm nhung hién
giong LVN10 van la giéng dugc nhiéu hé nong dan
chon lya vi nang sudt cao va kha nang thich ting véi
moi vung sinh thai trong ca nudc.

- Cac mo6i RAPD va IS]J.

! Vién Di truyén Nong nghiép
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Bang 1. Danh sach cac mdi RAPD st dung trong nghién ctiu

STT Tén méi Tr“gl,‘ t‘;‘)m‘ STT Tén méi Tﬁ:;l} t‘;‘)“m STT Tén méi Tr“g} t‘;‘)“"‘
1 | OPO01 | GGCACGTAA 18 | OPO18 | CTC GCT ATC 35 OPN15 | CAGCGACTG
2 | OPO02 @ ACGTAGCGT 19 | OPO19 HGGT GCA CGT 36 OPNI16 | AAGCGA CCT
3 | OPO03 CTGTTGCTA 20 OPO20 | ACA CACGCT 37 OPN17 | CAT TGG GGA
4 OPO04 AAGTCCGCT 21 ' OPNO1 | CTCACGTTG 38 | OPN18 GGT GAG GTC
5 | OPO05 @ CCCAGTCAC 22 OPNO02 | ACC AGG GGC 39 | OPN19 GTC CGT ACT
6 OPO06 CCA CGGGAA 23 OPNO03 GGT ACT CCC 40 OPN20 @ GGT GCT CCG
7 | OPO07 CAG CACTGA 24 | OPN04 | GACCGA CCC 41 | OPF01 ACG GAT CCT G
8 OPO08 CCTCCAGTG 25 | OPNO5 ACT GAA CGC 42 | OPAA03 TTA GCGCCCC
9 OPO09 TCCCACGCA 26 | OPN0O6 | GAG ACG CAC 43 | OPAA04 AGGACTGCTC
10 | OPO10 | TCA GAG CGC 27 | OPNO07 | CAG CCC AGA 44 OPAB01 CCGTCGGTAG
11 OPOl11 GACAGG AGG 28 < OPNO08 | ACCTCA GCT 45 | OPAHO03 GGT TACTGCC
12 | OPO12 | CAGTGCTGT 29 | OPN09 | TGCCGGCTT 46 | OPAJ01 | ACGGGT CAGA
13 | OPO13 | GTC AGA GTC 30 OPNI10 | ACA ACT GGG 47 | OPAJ0O5 CAGCGTTGCC
14 | OPO14 | AGC ATG GCT 31 OPNI11 TCGCCGCAA 48 OPBAO1 TTCCCCACCC
15 | OPO15 | TGG CGT CCT 32 OPN12 | CACAGA CAC 49 < OPBB01 | ACACTGGCTG
16 | OPOl6 | TCG GCG GTT 33 OPN13 H AGCGTCACT 50 OPBB05 AACAGGGCCG
17 | OPO17 | GGCTTA TGC 34 OPN14 | TCG TGC GGG
Bang 2. Danh sach cac moi IS] stt dung - Phan ting PCR dugc tién hanh trén may Veriti
trong nghién cttu (trinh ty m6i thiét ké 96 well Thermal cycler. Téng thé tich phan tng la
theo Weining va cong téc vién, 1991). 15 pl, bao géom: Taq2X Mastermix (NEB): 7,5 ul;
STT Tén moi Trinh ty méi (5°3) DNA khuon: 3 pl; moi (5 uM): 3 ul, H,O: 1,5 L.
1 E2 GGAATTCCA CGTCCA Chu trinh nhiét: 95°C: 5 phut; sau d6 lap lai 40 chu
2 R2 TGCTGGTTTGCA GGT ki: 95°C: 30 giay, 31°C (v6i moi RAPD) hoac 46°C

2.2. Phuong phap nghién ciiu

2.2.1. Phuong phdp xii li dot bién

Ng6 dugc trong hai vu & Ha Noi: vu Xuén trong
vao thang 2, vu Mua trong vao thang 8. Phuong
phap gay dot bién dugc thuc hién theo (Neuffer
(1994). Hat phén ng6 dugc thu thap méi vao budi
sang trong tui bao cd (co da dugc boc tii chiéu hom
trudc do). Khoang 1220 ml phén dugc @ véi 70 ml
dau Mineral oil (Sigma) chtia EMS (Sigma) & nong
do6 0,05% trong 30 phut. Sau do6, dung dich hat phan
trong dau dugc nho vao rau ngo. Cac hat ngo thu
dugc ti bap x li goi 1a cac hat M1.

Trong nghién ctiu nay st dung 186 ca thé M1
ngau nhién tif quan thé dot bién tit dong ML10.

2.2.2. Phuong phdp PCR, dién di

- Mau 14 dugc thu thap va tich chiét ADN
tong s6 theo phuong phap CTAB cta (Doyle JJ va
Dolyl JL, 1990).

(v6i mai 1S]): 1 phat, 68°C: 2 phut va két thic bang
68°C: 10 pht.

- San phdm PCR dugc dién di trén gel agarose
1,0%. Gel dugc nhuom ethidium bromide 0,5 mg/ml
va soi trén may Alpha Imager 1220 (Alpha Innotech,
CA, USA).

- Cong thtic tinh tan s6 dot bién dua vao s6
nucleotide da dugc sang loc nhd chay RAPD, IS]
nhu sau: V6i mdi moi RAPD c6 chiéu dai 1a “n”, cé
s0 bang nhan 1én & dong wild-type (chua gay dot
bién) 1a “X”, s6 bang mai xuét hién thém (hoac bat)
1a “Y”, va chay kiém tra “Z” ca thé. Tan s6 dot bién =
Y/((nx2) x X x Z). Bon vi 1/base pair (1/bp) theo
Chen va cdng tac vién (2012).

2.3. Thei gian va dia di€ém nghién ctiu

Nghién ctiu dugc thuc hién tii thang 1/2016 dén
thang 12/2018 tai Bo mon Ky thuét Di truyén, Vién
Di truyén Nong nghiép.
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III. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Két qua chuin hoa PCR moi RAPD va IS]
4 ngo

50 moéi RAPD da dugc st dung véi DNA cta
giong ng6é ML10 (giong nén st dung d€ tao quan thé
dot bién) va cho két qua nhu hinh 1.

Hinh 1. Ké qua chay kiém tra cic méi RAPD cho méu ng6é ML10

Ghi chi: M la thang DNA O’Generuler 1kb ctia Thermo; (-) la doi chiing dm (c6 moi OPN16) nhung thay thé DNA
khuon bang nudc cdt; (+) déi chiing duong: moéi OPN16, DNA MLIO.

Nhim lya chon cdc mdi cé nhiéu diém bam dé
phuc vu kiém tra dugc nhiéu vi tri trong hé gene cta
ngo, chung t6i chon nhiing moi c¢6 1én ti ba bang
trd 1én d€ chay lai va cho két qua nhu hinh 2. Cac
moi RAPD cho tii 3 bang trd 1én va dn dinh qua hai
lan 13p lai 1a: OPO3, OPO6, OPO7, OPO10, OPO11,
OPO12, OPN3, OPN4, OPNI11, OPN13, OPNI16,
OPN18, OPF01, OPAA03, OPAA04, OPABOI1,

OPAHO03, OPBA01, OPBBO01 (Hinh 2). Trong s6 cac
mo6i RAPD chay 6n dinh nay, cdc moéi c6 s6 bang ro
va co tti 4 bang trd 1én 1a tim moi: OPN4, OPN11,
OPN16, OPN18, OPAA03, OPABO1, OPBAOI,
OPAHO03. Hai moi IS] chay khé 6n dinh 1a E2 va R2.
Chung t6i sé uu tién st dung 10 mdi nay trudc dé
sang loc quan thé dot bién.

Hinh 2. Két qua chay ldp lai cic m6i RAPD v6i DNA ctia giong ngdé ML10
Ghi chu: M (1) thang DNA O’Generuler 1kb ciia Thermo.

3.2. Xac dinh tan s dot bién bang chi thj phén tu
RAPD va ISJ

3.2.1. Tan so dot bién trén dong ML10

Trong 10 moi st dung, xac dinh dugc 5 méi chay
6n dinh va ldp lai tot trén 186 mau cd thé M1 tu
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quén thé dot bién. Cac mdi khac phan ting PCR 1én
kém hodc khong c6 d¢ lap lai 6n dinh gitia cdc mau
DNA nén chung t6i khong st dung két qua dé tinh
tan s6 dot bién. Két qua dugc tom tat trong bang 2
va hinh 3. Chung t6i chi st dung cac biang nao ro,
ldp lai dugc & cdc mau chay dé€ tinh tan s dot bién.
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Vi du: moéi R2 ¢6 thém mot s6 bang kich thudce tu
500 - 700 bp nhung khong r6 va khong lap lai dugc
§ tat ca cac mau nén chung téi chi tinh la c6 3 bang
rd & doi chiing (Hinh 3). Két qua bang 2 cho thdy chi
c6 3 moi (OPN16, E2, R2) chung t6i phat hién dugc
ca thé c6 bang dot bién, hai mo6i OPN18, OPAH03
khong xuat hién ca thé dot bién. Méi OPN16, E2, R2
déu xuat hién 1 vi tri dot bién (1 c4 thé/186 ca thé
kiém tra). T4n s6 dot bién ctia 3 moéi OPN16, E2, R2
lan lugt la 1/26,7 kb; 1/27,9 kb; 1/16,7 kb. Nhu vay,
tinh chung cho ca 5 moéi (t6ng s6 dot bién (3)/tong
s0 nucleotide da sang loc tii ca 5 mdi (103 kb): tan
s6 dot bién la 1/34,3 kb. Lu va cong tac vién (2018)
dung EMS dot bién hat phén trén giong ngd B73, sau
do da giai ma exon (exon capture) cac dong M1, tu
dé tinh trung binh 4585 dot bién trén mot dong M1.
V6i hé genome ngo la 2,300,000 kb, tan s6 dot bién
cua quan thé trong nghién ctiu bdi Lu va cong tac
vién (2018) la 1/500 kb. Tuy nhién, day la dya trén
gidi ma chi doan exon chti khong phai genomic nén
tan s6 dot bién cua Lu va cdc cdng tac vién (2018)
trén ca hé genome c6 thé cao hon.
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Hinh 3. Hinh anh chay dién di san phdm PCR
6 xudt hién bang dot bién ctia cac méi E2, R2 va OPN16
Ghi chii: Mui tén chi mau c6 sé bang thém/bét do
dot bién.

Bang 2. Két qua xdc dinh tan s6 dot bién bang chi thi phén ti

S6 bang S6 bang S5 ca the
. e . > S6Nucuia PCRro6  thém/bét Tan s6 dot

Tén moi Trinh ty (5’-3’) ", o, o kiém tra .

moi (n) doi ching = xudt hién 2) bién (F)

(X) (Y)

OPNI16 AAGCGACCT 8 1 186 1/26,7 kb
OPNI18 GGTGAGGTC 5 0 186 0/16,7 kb
OPAHO03 GGTTACTGCC 10 4 0 186 0/14,9 kb
E2 GGAATTCCA CGTCCA 15 5 1 186 1/27,9 kb
R2 TGCTGGTTTGCA GGT 15 3 1 186 1/16,7 kb

G céc loai khéc st dung cic phuong phap dot
bién khéc cho ra cdc tin s6 dot bién khic nhau. Theo
nghién ctu cta Chen va cong tac vién (2012), st
dung phan tich cac doan mdi RAPD va IS] phat hién
tan s6 dot bién trong lua mila 1/34 kb, Uauy va cong
tac vién (2009) - la 1/49,4 kb va Parry va cong tac
vién (2009) - 1a 1/49 kb. Nhiing mét d¢ dot bién cao
hon trong lta mi st dung cung néng d6 EMS nhu
Slade va cong tac vién (2005) la 1/24 kb va Dong va
codng tac vién (2009) - la 1/30 kb. C6 nhiéu cac yéu
t6 ¢4 thé dnh hudng dén tin s dot bién, ching han
nhu nong do dot bién, thai gian tiép xuc, tac dong
mdi trudng va kiéu gen ctia loai muc tiéu (Song va
Henry, 1995).

IV. KET LUAN VA PE NGHI

4.1. Két luan

Tam soat va xay dung bd chi thi bao gom 50 chi
thi RAPD va 2 chi thi IS]. Chon dugc mudi méi chay
6n dinh va bang ro nét trén giéng ngd ndi ML10 la
OPN4, OPN11, OPN16, OPN18, OPAA03, OPABOI1,
OPBAO1, OPAHO3, E2 va R2.

Két qua chay 3 chi thi phan ti RAPD (OPNI16,
OPN18 va OPAHO03) va 2 chi thi IS] (E2, R2) trén
186 cd thé ctia quan thé dot bién cho thiy tan s6 dot
bién trung binh 1a 1/34,3 kb.

4.2. D& nghi

Ung dung bo chi thi RAPD dé sang loc nén di

truyén cho chon giéng, d€ kiém tra da hinh quan thé.
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Dé b6 sung lam ro cho két qua nay, chung toi sé
tién hanh giai ma trinh ty ca hé gene cia mot s6 ca
thé dot bién dé x4c dinh cu thé c6 bao nhiéu dot bién
trong mot ca thé.
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Development of RAPD and IS]J markers for analyzing mutation rate
in a Vietnamese maize EMS-induced mutant population

Abstract

Tran Thi Thuy, Dau Thi Ngoc Nga, Nguyen Thi Loan,
Bui Hong Ngoc, Tran Hong Quan, Tran Thi Ngoc Diep,
Tran Dang Khanh, Khuat Huu Trung, Vi Lang Son

EMS-induced pollen mutagenesis have been used to create a mutant population in a Vietnamese inbred MLI0.
RAPD and IS] molecular markers were used to evaluate the mutation frequency of Vietnamese maize EMS-induced
mutant population. Fifty RAPD and two IS] markers were used to screen ML10 for robust markers that amplified
consistently more than 3 bands across tested samples. Ten such markers were identified and were used to screen
a subset population of 186 random individuals M1 plants. The average mutation frequency was estimated to be
1/34.3 kb. These results are the first step to show that the mutagenesis was effective allowing other methods such as
phenotyping and genome sequencing for further evaluation of EMS population in the MLI10.

Keywords: RAPD, IS], Mutation frequency, maize mutagenesis, EMS
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